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関節軟骨におけるFas依存性アポトーシス
　　　　に対するピアルロン酸の効果
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【要旨】　【目的】変形性関節症（Osteoarthritis，　OA）の治療としてピアルロン酸（Hyaluronic　acid，　HA）の
関節内注入が臨床において広く行われている。またOAの病態に軟骨細胞のアポトーシスの関与が報告され
ている。今回、OA軟骨でのFas誘導性アポトーシスに関してHA注入による影響を検討した。
　【方法】　OAモデルを作製し片側膝関節に分子量80万もしくは190万のHAを注入（HA注入群）。対側
に生理食塩水を注入した（control群）。　FasおよびCaspase－3の免疫組織化学染色を施行した。
　【結論】OA軟骨においてアポトーシスが生じ、　HA注入によりそのアポトーシスが抑制されるというこ
とが示唆された。さらにHAがFasを何らかのかたちで抑制し、その結果Fas依存性のアポトーシスを抑制
している可能性が考えられた。
はじめに
　変形性関節症（Osteoarthritis，　OA）は関節軟骨の変
性に伴い、軟骨の細胞外マトリックスの構成成分であ
るピアルロン酸（Hyaluronic　acid，　HA）やプロテオグ
リカン、コラーゲンなどが破壊・遊離し、それによっ
て二次性の滑膜炎や関節周囲の増殖性骨変化を生じ
る疾患である。近年になりこのOAの病態に軟骨細胞
のアポトーシスの関与が報告されている1）2＞。軟骨細胞
に対するアポトーシス誘導因子としては、アポトーシ
スシグナルのレセプターであるFas3）。軟骨細胞周囲で
発生する勇断力（shear　stress）や静水圧（hydrostatic
pressure）によるメカニカルストレス4）5）。　Nitric　oxide
（NO）やprostaglandin（PG）一E2などのケミカルメ
ディエーター6－8）。軟骨細胞一細胞外マトリックス相互
作用の障害など9『12）が挙げられている。これらのアポ
トーシス誘導因子により細胞内のアポトーシス経路
が誘導され、最終的に軟骨細胞にアポトーシスが引き
起こされる。
　OAの治療の一つとしてピアルロン酸の関節内注入
が臨床において広く行われている。OAに対するHA
の作用として、従来は粘稠性の高いHAの物理的性質
による潤滑作用や軟骨表面に対するバリア作用が考
えられていたが13）14）、HAに対する分子生物学的研究
が進み、関節可動域の改善や痺痛抑制15）16）、軟骨変性抑
制、プロテオグリカンの軟骨基質からの遊離抑制・軟
骨表層被覆保護17）などが明らかになってきている。し
かし、その作用機序は明確になっていない部分が多
い。
　当教室はこれまでに、HAの物理的性質以外の効果
を明らかにする目的で、家兎変形性関節症モデルに
HAを投与することにより、軟骨細胞外マトリックス
分解酵素であるmatrix　metalloproteinases（MMPs）に
対し、そのインヒビターであるtissue　inhibitor　of
metallo－proteinase－1（TIMP－1）が相対的に増加するこ
とを報告した’8）。これにより、HAが潤滑剤として関節
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面のメカニカルストレスを軽減しているのみならず、
MMPsまたはTIMPsに対してなんらかの働きかけを
して、軟骨変性を抑制していることが示唆された。ま
たアポトーシスに対するHAの作用を明らかにする
目的で、同様の家兎変形性関節症モデルにHAを投与
し実験を行い、アポトーシス促進酵素であるCaspase－
3およびCaspase－9の発現抑制、およびアポトーシス
抑制因子であるBcl－2の発現増加を報告した19）。これ
によりHA投与による軟骨変性の抑制効果は、軟骨細
胞のアポトーシス阻害による可能性が示唆された。
　今回、HAのアポトーシス阻害効果を明らかにする
目的で、OA軟骨でのアポトーシス細胞の局在および
Fas誘導性のアポトーシスに関してHA注入による
影響を検討した。
研究材料及び方法
　【OAモデルの作成】
　体重2～2．5kgのニュージーランドホワイトラビッ
ト36羽を使用した。キシラジン5mg／kg（0．25　ml／
kg）を皮下注しその後塩酸ケタミン25　mg／kg（0．5
ml／kg）を筋注することで麻酔を施行し、両側の膝関
節に対しColomboの方法20）に準じてまず外側々副靭
帯を切除し、次にその直下に存在する種子骨靭帯を切
除。最後に外側半月板中節部を模状部分切除してOA
モデルを作成した。
　【HAの関節内注入およびsample採取】
　OAモデル作成したその直後より、平均分子量80万
のHA（以下HA80群）を左側膝関節内に0．lml／kg、
3日間のインターバルを空けて、計4回注入。右側にリ
ン酸緩衝生理食塩水を同様に計4回注入した（以下
control群）。また同様に平均分子量190万のHA（以
下HA190群）を左側膝関節内に0．lml／kg、3日問の
インターバルを空けて、計4回注入。右側にリン酸緩
衝生理食塩水を同様に計4回注入した。HA80群18
羽、HA190群18羽、　control群は36羽作成した。術後
2週にて屠殺し、外側膝関節軟骨を一塊として採取。矢
状断パラフィン薄切切片を作成した。
　【組織学的評価】
　膝関節より採取したブロックをエタノールにて48
時間脱脂し20％EDTAで2週間脱灰施行した後に、膝
関節矢状断パラフィン薄切切片を作成。ヘマトキシリ
ン・エオジン染色（以下HE染色）、トルイジンブルー
染色（以下TB染色）を施行した。
　【アポトーシス評価】
　1．　TUNEL　（TdT－mediated　dUTP　Nick－End　Labe－
　　　ling）　assay
　作成したパラフィン薄切切片を用いてDead　EndTM
FIuorometric　TUNEL　System（Promega）にて
TUNEL染色を施行した。切片を脱パラフィン・加水
後、0．85％NaClにて5分洗浄。4％Paraformaldehydeに
て15分固定した後、20μg／ml　Proteinase　Kで8～10
分室温にて反応させ、再度4％Parafonnaldehydeにて5
分固定の前処理を行った。これをrTdT　Incubation
Bufferにて37℃で60分反応させた後、　VECTA－
SHIELD＋DAPI（Vector　Lab）を用いて染色。蛍光顕
微鏡にてアポトーシス陽性細胞を検出した。
　2．　apoptotic　index
　HE標本と対比のうえ、軟骨細胞500個あたりの
TUNEL陽性細胞率をapoptotic　index（以下AI）と
した。
　【免疫組織化学染色】
　LsAB法にてFasLのレセプターであるFas、アポ
トーシス経路の最終実行因子であるCaspase－3を免疫
組織化学染色（以下免疫染色）にて検討した。
　作成したパラフィン薄切切片を使用し、脱パラフィ
ン及び親水化した後、抗原賦活処理をMicrowave
method　95℃で12分。その後、ニチレイブロッキング
試薬を使用し、内因性ペルオキシダーゼの除去を施行
した。1次抗体には抗Fas抗体（sc－715－G、　Santa　Cruz
Biotechnology社）、抗Caspase－3抗体（＃9661、　Cell
Signaling　Technology社）を使用し室温にてOver－
nightした。2次抗体にはMax－PO　setを使用し、　DAB
Trisにて発色させた。
　野竹における発現数を比較するため、免疫染色にて
染色された細胞数をNIH　imagingを用いて測定した。
　【解析】
　平群間における免疫染色での陽性細胞数の比較お
よびAIの比較には、　Kruskal－Wallis法を用いた。検定
の結果は危険率0．05以下をもって有意差有りとした。
結 果
　1．HE染色にて、　control群は軟骨表層にfibrilla－
tionを著明に認め、軟骨構造の乱れは深層にまで及ん
でいた。また浅層にはcell　cluster　fbrmationを認めた。
HA80群、　HAI90群ともにcontrol群と比して、　fibril－
lationおよび軟骨構造の乱れは軽度であった（Fig．
1）o
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Fig．　1　HE　staining　confirmed　the　presence　of　significant　fibrillation　and　a　disordered　cartilage　structure　in　the　control　group．
　　　The　fibrillation　and　disordered　cartilage　structure　were　milder　m　the　HA80　and　HA190　groups　than　in　the　control　group．
　のみ　、ウも　　　　、．
轡　、？．、∵．翫覧鯨
C　o　ntro1 H　A80
1
”t　1
H　AI　90
（×　200）
Fig．　2　TB　staining　of　the　cartilage　matrix　in　the　area　from　the　surface　to　middle　layers　was　reduced　in　the　control　group，　whereas
　　　in　the　HA80　and　HA190　groups　staining　was　maintained　in　middle　and　deep　layers．
　2．TB染色にて、　control群の表層から中間層の軟
骨基質の染色性が低下していた。HA80群、　HA190群
は軟骨浅層の染色性はやや低下しているが、中間層か
ら深層の染色性は保たれていた（Fig．2）。
　3．TUNEL　assayではcontrol群に比し、　HA80群、
HA190群で明らかにTUNEL陽性細胞の減少が認め
られ、アポトーシスの抑制が認められた。HAI90群で
はcontrol群に比し、表層でのTUNEL陽性細胞の減
少が認められた。HA80群では表層から深層にかけて
広範にTUNEL陽性細胞の減少を認めた（Fig．3）。
control群、　HA80群、　HA190群のAI（平均±標準偏
差）はそれぞれ80．1±8．4、46．1±7．9、49．5±6．3であり、
HA群はcontrol群に比し有意にAIの低下を認めた。
HA80群、　HA190群2磯間には有意差を認めなかった
（Fig．　4）．
　4．Caspase－3による免疫染色の結果は、　HA80群、
HA190群と比較してcontrol群で陽性細胞の出現が
明らかであった。HA80群では中間層から深層にかけ
て陽性細胞の減少を認めた（Fig，5）。　Caspase－3の陽性
細胞数を測定した。control群、　HA80群、　HA190群の
陽性細胞数はそれぞれ107．4±15．7、65．6±12．3、73．4±
10．9であり、HA80群、　HAI90群はcontrol群に比し有
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Fig．　3　There　was　a　clear　decrease　in　the　number　of　TUNEL－positive　cells　in　the　HA80　and　HA190　groups，　compared　with　the
　　　　　control　group，　indicating　inhibition　of　apoptosis　by　HA．
＊
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Fig．4　There　was　a　significant　decrease　in　the　apoptotic
　　　　　index（AI）　in　both　HA　groups，　compared　with　the
　　　　　control　group，　but　the　difference　between　the　two　HA
　　　　　groups　was　not　significant．
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Fig．5　lmmunostaining　for　caspase－3　clearly　showed　development　of　positive　cells　in　the　control　group，　compared　with　the　HA80
　　　　　and　HAI90　groups．　ln　the　HA80　group，　a　decrease　in　caspase－3－positive　cells　was　confirmed　in　the　middle　to　deep　layers．
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Fig．6　Quantification　of　the　number　of　caspase－3－positive　cells
　　　showed　a　significant　decrease　in　the　HA80　and　HA190
　　　groups，　compared　with　the　control　group；　there　was　no
　　　significant　difference　between　the　HA80　and　HA190
　　　groups．
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Fig．8　Quant fication　of　the　number　of　Fas－positive　cells
　　　showed　a　significant　decrease　in　the　HA80　and　HA190
　　　groups， compared　with　the　control　group．　The　number
　　　of　Fas－positive　cells　in　the　HA80　and　HA190　groups　did
　　　not　differ　significantly．
意な減少を認めた。HA80群、　HAIgo群の2群間には
有意差を認めなかった（Fig．6）。
　5．Fasによる免疫染色の結果は、　HA80群、　HA190
群においては陽性細胞の出現が、特に表層において明
らかに抑制されていた。control群においては軟骨の表
層から深層にかけて陽性細胞の広範な出現を認めた
（Fig．7）。　Fasの陽性細胞数を測定した。　control群、
HA80群、　HA190群の陽性細胞数はそれぞれ120．3±
17．0、43．9＋9．2、51．4±10．4であり、HA80群、　HAI90
群はcontrol群に比し有意な減少を認めた。　HA80群、
HAIgo群の2群間には有意差を認めなかった（Fig．
8）o
考 察
　ColomboのOAモデルは術後2週にて大腿骨・脛
骨側ともに外側軟骨表面に肉眼的な慶欄を生じ、病理
組織学的にヒトOAに類似した所見が得られるとKi－
kuchiらは報告している2ユ）。ヒトOA軟骨においてア
ポトーシスが生じている可能性や、そのアポトーシス
にFas依存性経路が関与している可能性はすでに報
告されている1－3）。
　Fasは45　kDaの一回膜貫通型（タイプ1）の細胞
表面に存在する受容体蛋白で、細胞外に存在する
cystein－rich　repeatsが、　FasのligandであるFasLを認
識し3量体を構成する。これによりシグナル伝達を開
始し アポトーシス実行因子であるCaspase－8／一10の
活性化が起こり、それ以降のCaspase　Cascadeを活性
化させアポトーシスを引き起こす22）。FasL／Fasを介
するアポトーシスは多くの細胞において認められて
いるが、軟骨細胞においての報告も見られている。
Hashimotoらは軟骨細胞におけるFasL／Fasの発現と
抗Fas抗体に対する感受性を検討し、　OA軟骨ではよ
新∵．二㌔・∵旨，一㌧：二3∴eぜ．．、！∴尋r∴　沈・一葉
；1ジ＼翁ll：〕鉱ジ凝熊：1；賓31歯1
薮」暖纏ご濠一叢乙1、☆ごし滋滋∴漏
　　　　Control　HA80　HA1　90
（×　200）
Fig．　7　lmmunostaining　for　Fas　showed　inhibition　ofdevelopment　of　positive　cells　in　the　HA80　and　HA190　groups　；　in　contrast，
　　　in　the　control　group　Fas－positive　cells　were　observed　in　a　large　area　of　the　cartilage．
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り深部の細胞にまで発現を認めるとしている。また抗
Fas抗体で培養軟骨細胞を刺激すると、10～20％前後
の細胞にアポトーシスによる細胞死が誘導されると
報告している。ただし、軟骨細胞のFas感受性は他の
免疫細胞に比較すると低いとも報告している3）。
　アポトーシスシグナル伝達経路であるCaspase　Cas－
cadeの最終段階に位置しているのがCaspase－3であ
る。これはメカニカルストレスやケミカルメディ胆心
ターなどの様々なアポトーシス刺激によりCaspase
Cascadeが活性化され、最終的にアポトーシスを実行
する因子となる。
　アポトーシスの検出法として、厳密な意味では
TUNEL　assay単独ではネクローシスとの区別が出来
ないと言われている23）。そのため他の検出法を組み合
わせることによりアポトーシスの同定がより確かな
ものとなる。今回の実験ではアポトーシスの評価とし
てTUNEL　assayとアポトーシス経路の最終実行因子
であるCaspase－3の免疫染色を施行した。　TUNEL
assayではcontrol群と比較してHA80群、　HA190群
で明らかにTUNEL陽性細胞が減少していた。またそ
の局在を観察すると、HA190群では表層においての減
少が認められ、HA80群は表層から深層にかけて広範
に減少していた。Caspase－3の免疫染色においてもほ
ぼ同様の結果であった。この結果、Colomboモデルに
よるOA軟骨においてアポトーシスが生じていると
いうことが確認された。そしてHA注入により、軟骨
の変性過程におけるアポトーシスの発生が抑制され
るということが示唆された。
　Fasによる免疫染色でも、コントロール群は表層か
ら深層にかけて広範に陽性細胞の出現を認めており、
HA80群、　HA190群においては特に表層で陽性細胞の
抑制が認められた。これはTUNEL　assayおよび
Caspase－3の免疫染色と類似の結果であり、このこと
よりHAがFasを何らかのかたちで抑制するという
ことが示唆され、またその結果Fas依存性のアポトー
シスを抑制している可能性が考えられた。軟骨細胞に
おけるFas依存性のアポトーシスについては
Caspase－8の低発現などより抵抗性を呈するという報
告も有るが24）、LisignoliらはヒトOA軟骨細胞でFas
によりアポトーシスが誘導されるとしており、さらに
500－700kDaのHAが、　HAのレセプターである
CD44との結合を介しFasによる軟骨細胞のアポトー
シスを抑制すると報告している25）。一方でFujiiらは
RA滑膜細胞において、低分子量HAによるCD44刺
激がFas依存性アポトーシスを誘導すると報告して
いる26）。今回の我々の実験ではHA80群、　HAI90群に
おいてFasの発現が抑制されており、これはHAのレ
セプターであるCD44を介したものと考えられる。
CD44がHAと結合することによりFasの発現が抑
制され最終的にアポトーシスが抑制されると考えら
れた。
　HAの分子量による効果の違いに関しては様々な
報告がある。HAの∫η痂。における報告では、　Ghosh
らはヒツジ半月板切除モデルを使用し、より低分子量
のHAが軟骨損傷を抑制したとしている27）。さらに
Shimizuらはウサギ前十字靭帯切除モデルを使用し、
滑膜細胞増殖が低分子量のHAでは抑制されたが、高
分子量のHAでは抑制されなかったとしている28）。こ
れらの報告のように、加卿。においては概して低分子
量のHAがより効果的であるとされている。一方でin
vitroにおいては、高分子量のHAがより効果的という
報告が見られ、田中はヒトOA関節軟骨細胞を使用
し、MMP－1およびRANTES産生が高分子量のHA
で抑制されていると報告している29）。この加卿0とin
vitroにおけるHAの作用の逆転はHAの組織に対す
る親和性により説明されている。AsariらはイヌACL
切除モデルを用いてHAの分子量の作用の差を報告
している30）。これによると加卿0においては低分子量
のHAはその分子サイズが小さいことにより組織に
容易に拡散浸透し、高濃度のままより多くの細胞に
accessできるとしている。今回の我々の研究結果もた
だ単にHAがアポトーシスやFasの発現を抑制する
効果を示唆しているだけではなく、分子量の差、すな
わちそのaccessibilityの差により作用範囲に差がある
ということも示唆していると考えられる。統計学的に
有意差を認めないものの、低分子量のHAがより深部
の組織にまで浸透し、軟骨深層においてもFasやアポ
トーシスを抑制する傾向があると考えられた。
　今後、軟骨細胞のアポトーシスを検討していくうえ
で、TRAILやTNF一αなどの他のデスリガンドよる影
響やミトコンドリア経路を介するアポトーシスの影
響を明確にすることが必要と考えられる。またHAの
レセプターであるCD44との結合性がHAの分子量
により異なるのか、in　vitroにおける実験系との比較な
どがさらに必要となると考えられる。
結 論
膝OAモデルを作成し、その関節軟骨においてアポ
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トーシスが起きていることが確認された。またHA注
入によりそのアポトーシスが抑制されるということ
が示唆された。HAがFasを何らかのかたちで抑制す
るということが示唆され、その結果細胞内のCaspase
Cascadeを介しFas依存性のアポトーシスを抑制して
いる可能性が考えられた。分子量の差による効果の違
いは今回の実験では明らかにならず、今後もin　vitro
における実験系との比較が必要であると考えられた。
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Effect　of　Hyaluronic　Acid　on　Fas－dependent
　　　　　　　　Apoptosis　in　Articular　Cartilage
Ryohei　KONO，　Yasutaka　WATANABE，　Daisuke　NUNODA，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Kengo　YAMAMOTO
Department　of　Orthopedic　Surgery，　Tokyo　Medical　University
Abstract
　　　　Background：　Osteoarthritis　（OA）　is　a　disease　in　which　secondary　arthromeningitis　and　circumarticular　hyperplastic　bone
modification　are　caused　by　destruction　or　isolation　of　hyaluronic　acid　（HA），　proteoglycan　and　collagen，　which　are　components
of　the　extracellular　matrix　of　cartilage．　lt　has　recently　been　reported　that　apoptosis　of　chondrocytes　may　be　involved　in　the
pathology　of　OA．　ln　addition，　although　intra－articular　injection　of　HA　is　common　in　clinical　treatment　of　OA，　its
mechanism　of　action　remains　unclear．　ln　this　study，　the　effect　of　HA　injection　on　Fas－induced　apoptosis　in　OA　cartilage　was
examined　to　clarify　the　inhibitory　effect　of　HA　on　apoptosis．
　　Methods：　A　rabbit　OA　model　was　prepared　in　accordance　with　the　method　of　Colombo．　HA　of　an　average　molecular
weight　of　800，000　（HA80　group）　or　1，900，000　（HA190　group）　was　injected　into　one　knee　joint，　and　phosphate－buffered　saline
was　injected　into　the　other　knee　joint　（control　group）．　lmmunohistochemical　staining　was　performed　for　detection　of　Fas
and　caspase－3，　and　a　TUNEL　assay　was　used　for　evaluation　of　apoptosis．
　　Results：　A　clear　decrease　in　the　number　of　TUNEL－positive　cells　was　confirmed　in　the　HA80　and　HA190　groups，　compared
with　the　control　group，　suggesting　that　HA　inhibits　apoptosis．　Cells　with　caspase－3－positive　and　Fas－positive　immunostaining
were　present　in　higher　numbers　in　the　control　group，　compared　with　the　HA80　and　HA190　groups．
　　Conclusions：　Our　results　show　that　HA　injection　inhibits　apoptosis　in　OA　canilage　and　reduces　Fas　expression，　suggesting
that　HA　may　exert　its　effect　on　OA　through　inhibition　of　Fas－dependent　apoptosis．
〈Key　words＞　Hyaluronic　acid，　Apoptosis，　Articular　cartilage，　Fas
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